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Abstract of EP0318703 

The cDNA which codes for PP4 is described. This cDNA can be used to produce PP4 in prokaryotic or 
eukaryotic cells. 
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Gentechnische Herstellung von anticoagulatorlschem Protein PP4 



Das anticoagulatorische Protein PP4 ist in der DE-A 33 15 000 (US-A 4,507,229) mit folgenden 
Parametern beschrieben: 

- einer elektrophoretischen Beweglichkeit im Bereich zwischen der von aiphai- und alpha 2 -G!obulinen; 
s - einem isoelektrischen Punkt von 4,85 1 0,15; 

- einem Sedimentationskoeffeizienten s 2 ^ w von 3,3 t 0.2S; 

- einem im natriumdodecylsulfat (SDS)-hattigen Polyacrylamidgel bestimmten Molekulargewicht von 35 000 
i 5 000; 

- einem Extinktionskoeffizienten e] £ m (280 nm) von 5,9 ± 0,6; 

w - einem Kohlenhydratanteil von 2,4 t 0.94 % (g/100 g) (Mannose 0,3 ± 0,2 %, Galactose 0,4 ± 0,2 %, 
Xylose 0,1 * 0,04 %, Glukose 0,2 t 0,1 %, Glukosamin 1,0 ± 0.2 %, Neuraminsaure 0,4 ± 0.2 %) und 

- der folgenden AminosSurenzusammensetzung: 



75 


Aminosaure 


Restepro 100 


Variationskoeffizient 




Reste (Mol %) 






Lysin 


6,95 


1,14 




Histidin 


0,97 


17,4 




Arginin 


5,44 


1.77 


20 


Asparaginsaure 


11,41 


1,68 




Threonin 


6,78 


2,40 




Serin 


6,21 


2.26 




GlutaminsSure 


12,25 


0.43 




Prolin 


1.96 


6,20 


25 


Aminosaure 


Reste pro 100 


Variationskoeffizient 






Reste (Mol %) 






Glycin 


6,68 


3,83 




Alanin 


7,92 


1.67 


30 


Cystin 1/2 


0,77 


19.5 




Valin 


5,34 


3.80 




Methionin 


1,98 


6.00 




Isoleucin 


5,21 


2.23 




Leucin 


11,50 


0.45 


35 


Tyrosin 


3,55 


4,21 




Phenylalanin 


4,07 


3.77 




Tryptophan 


0,93 


23,9 



PP4 hemmt die Blutgerinnung reversibel auf der Stufe des Thromboplastins, wie in der deutschen 
Patentanmeldung P 36 43 182.6 vorgeschlagen und tritt in erhohten Konzentrationen wahrend und nach 
Myokardinfarkten sowie bei verschiedenen malignen Tumoren auf. 

Wegen der blutgerinnungshemmenden Eigenschaften dieses Proteins sowie des therapeutischen und 
des diagnostischen Interesses ist eine gentechnische Herstellung auflerst wUnschenswert. Die Erfindung 
betrifft folglich ein Verfahren zur gentechnischen Herstellung von PP4, die dazu erforderliche mRNA, die 
daraus gewonnene cDNA, diese cDNA ganz oder teilweise enthaltende DNA-Strukturen und Vektoren, mit 
solcher DNA transformierte Zellen und das von diesen Zellen exprimierte Polypeptid. Die Erfindung bezieht 
sich weiterhin auf Teilsequenzen der AminosSuresequenz von PP4, damit gewonnene spezifische Antikor- 
per. aus diesen Antikorpem hergestellte Diagnostika und Antik6rpersaulen sowie mit Hilfe solcher Saulen 
gewonnenes Polypeptid. Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft Diagnostika, die PP4 codierende bzw. 
deren komplementare DNA Oder RNA ganz Oder teilweise enthalten, und diagnostische Verfahren, mit 
denen KorperflOssigkeiten und Gewebe mit Hilfe solcher Diagnostika untersucht werden. Weitere Aspekte 
der Erfindung werden im folgenden naher erISutert bzw. in den PatentansprOchen definiert. 

Zur Gewinnung von partiellen Aminosauresequenzen und daraus abgeleiteten geeigneten 
Oligonukleotid-Sonden wurde das Protein PP4 in Bromcyanfragmente zerlegt, von denen zwei Fragmente 
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(41 bzw. 44 Aminosauren) sequenziert wurden. Folgende Sequenzen wurden ermittelt: 



5 PP4-Oligopeptid A 

MKGLGTDEES ILTLLTSRSN AQRQEISAAF KTLFGRDLLD D 



10 PP4-Oligopeptid-B 

MLWLLQANR DPDAGIDEAQ VEQDAQALFQ AGELKXGTDE EKFI 

Aus dem Oligopeptid A wurden zwei Oligonukleotide von 35 bzw. 36 Basen 
ATGAAGGGCC TGGGCACAGA TGAGGAGAGC ATCCT 
;s (PP4-Oligonukleotid 125) 
und 

CAGGAGATCT CTGCTGCCTT CAAGACCCTG TTTGGC 
(PP4-Ollgnukleotid 197) 

und aus dem Oligopeptid B eine Sequenz mit 48 Basen 
20 GACCCTGATG CTGGCATTGA TGAGGCCCAG GTGGAGCAGG ATGCCCAG 
(PP4-Oligonukleotid 198) 

nach statistischen Daten von R. Lathe (J. Mol. Biol. (1985) 183, 1 - 12) ausgewahlt. 

Mit diesen Oligonukleotidsonden wurde eine cDNA-Bank einem Screening unterworfen, die aus mRNA 
von reifer, humaner Plazenta hergestellt worden war. Zunachst wurde aus der Plazenta die mRNA isoliert 
25 und daraus die cDNA hergestellt. Diese wurde mit EcoRI-Enden versehen und in die EcoRI-Schnittstelle 
des Phagenvektors Xgt10 ligiert. 46 Klone, die mit den obengenannten Sonden identifiziert worden waren, 
wurden weiter analysiert. Die Sequenzierung nach an sich bekannten Methoden ergab die DNA-Sequenz, 
die fOr PP4 codiert. 

Die Figur zeigt die Restriktionskarte der cDNA-Sequenz, die PP4 codiert. "N" bezeichnet den N- 
30 Terminus, "C den C-Terminus des kodierenden Bereichs, "A (37)" die Poly-(A)-Sequenz von 37 Basen. 
Die cDNA-Sequenz reprasentiert die gesamte codierende Sequenz von PP4. Die Tabelle 1 zeigt die 
ermittelte DNA-Sequenz (codierender Strang) und die daraus abgeleitete Aminosauresequenz eines Klones. 
Die gesamte cDNA hat eine Lange von 1575 Basenpaaren und einen offenen Leserahmen von 969 
Basenpaaren. in der Tabelle 1 sind die Positionen der drei Oligonukleotidsonden markiert, die zwischen den 
35 Positionen 188 bis 222, 257 bis 292 bzw. 590 bis 637 hybridisieren. 
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T A B E L L E 1 



10 30 50 

GCCCCGCGTACCGTCGCCCGGCTCTCCGCCGCTCTCCCGGGGGTTC6GGGCACTTGGGTC 

70 90 HO 

CCACAGTCTGGTCCTGCTTCACCTTCCCCTGACCTGAGTAGTCGCTATGGCACAGGTTCT 

M A Q V L 

130 150 170 

CAGAGGCACTGTGACTGACTTCCCTGGATTTGATGAGCGGGCTGATGCACAAACTCTTCG 
RGTVTDFPGFDERADAQTLR 

190 210 230 

r.^r.r.rT ft T r . & AAfir,PTTGGGCACAr,&Tr,Ar,r,AGAGCATCCTGACTCTGTTGACATCCCG 
KAMKGLGTDEE S X LTLLTSR 

250 270 290 

a Ar.TAATr.rTrAflFGC CAGGAAATCTCTGCAGCTTTTAAGAC TCTGTTTGGCAGGGATCT 
SNAQRQEISAAFKTLFGRDL 

310 330 350 

TCTGGATGACCTGAAATCAGAACTAACTGGAAAATTTGAAAAATTAATTGTGGCTCTGAT 
LDDLKSELTGKFEKLIVALW 

370 390 410 

GAAACCCTCTCGGCTTTATGATGCTTATGAACTGAAACATGCCTTGAAGGGAGCTGGAAC 
KPSRLYDAYELKHALKGAGT 

430 450 470 

AAATGAAAAAGTACTGACAGAAATTATTGCTTCAAGGACACCTGAAGAACTGAGAGCCAT 
NEKVLTEI IASRTPE ELRAI 

490 510 530 

CAAACAAGTTTATGAAGAAGAATATGGCTCAAGCCTGGAAGATGACGTGGTGGGGGACAC 
K&VYEEEYGSStEDDVVGDT 

550 570 590 

TTCAGGGTACTACCAGCGGATGTTGGTGGTTCTCCTTCAGGCTAACAGA2&22£2S£kXSi 
SGYYQRMLV. VLLQANROPDA 

610 630 650 

TGGAATTGATGAAGCTCAAGTTGAACAAGATGCTCAGG CTTTATTTCAGGCTGGAGAACT 
Gl DEAQVEQOAQALFQAGEL 

670 690 710 

TAAATGGGGGACAGATGAAGAAAAGTTTATCACCATCTTTGGAACACGAAGTGTGTCTCA 
KWGTDEEKFITIFGTRSVSH 

730 750 770 

TTTGAGAAAGGTGTTTGACAAGTACATGACTATATCAGGATTTCAAATTGAGGAAACCAT 
LRKVFDKYMTISGFQIEETI 

790 810 830 

TGACCGCGAGACTTCTGGCAATTtAGAGCAACTACTCCTTGCTGTTGTGAAATCTATTCG 
DRETSGNLEQLLLAVVKSIR 

850 870 890 

AAGTATACCTGCCTACCTTGCAGAGACCCTCTATTATGCTATGAAGGGAGCTGGGACAGA 
SI PAYLABTLYYAMKGAGTD 
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910 930 950 

TGATCATACCCTCATCAGAGTCATGGTTTCCAGGAGTGAGATTGATCTGTTTAACATCAG 
DHTLIRVMVSRSEIDLFNIR 

970 990 1010 

GAAGGAGTTTAGGAAGAATTTTGCCACCTCTCTTTATTCCATGATTAAGGGAGATACATC 
KEFRKNFATSLYSMIKGDTS 

1030 1050 1070 

TGGGGACTATAAGAAAGCTCTTCTGCTGCTCTGTGGAGAAGATGACTAACGTGTCACGGG 
GDYKKALLLLCGEDD 

1090 1110 1130 

GAAGAGCTCCCTGCTGTGTGCCTGCACCACCCCACTGCCTTCCTTCAGCACCTTTAGCTG 

1150 1170 U90 

CATTTGTATGCCAGTGCTTAACACATTGCCTTATTCATACTAGCATGCTCATGACCAACA 

1210 1230 1250 

CATACACGTCATAGAAGAAAATAGTGGTGCTTCTTTCTGATCTCTAGTGGAGATCTCTTT 

1270 1290 1310 

GACTGCTGTAGTACTAAAGTGTACTTAATGTTACTAAGTTTAATGCCTGGCCATTTTCCA 

1330 1350 1370 

TTTATATATATTTTTTAAGAGGCTAGAGTGCTTTTAGCCTTTTTTAAAAACTCCATTTAT 

1390 1410 1430 

ATTACATTTGTAACCATGATACTTTAATCAGAAGCTTAGCCTTGAAATTGTGAACTCTTG 

1450 1470 1490 

GAAATGGTATTAGTGAAGTTCGCAACTAAACTAAACCTGTAAAATTATGATGATTGTATT 

1510 1530 1550 

CTTTAGATTAATGAAAAATAAACATTTCTGTCCCCCTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

1570 
AAAAAAAAAAAAAAA 



Erfindungsgemafl kann die kodierende cDNA mittels geeigneter Expressionssysteme dazu benutzt 
werden, PP4 zu exprimieren. Durch die Auswahl des Wirtes kann weiterhin die Form der Modifikation von 
PP4 beeinfluflt werden. So findet in Bakterien keine, in Hefezellen eine andere Glykosylierung als in 
hoheren eukaryotischen Zellen statt. 

In Kenntnis der Aminosauresequenz von PP4 ist es moglich, nach konventioneilen oder gentechnischen 
Methoden Aminosaure-Teilsequenzen herzustellen, die als Antigene zur Herstellung von polyklonalen oder 
monoklonalen Antikorpern dienen konnen. Solche Antikorper konnen nicht nur zu diagnostischen Zwecken, 
sondern auch zur Herstellung von Antikdrpersaulen dienen, mit denen PP4 aus L6sungen abgetrennt 
werden kann, die es neben anderen Proteinen enthalten. 

Mit Hilfe der cONA bzw. Teilen davon kann man auch auf einfache Weise aus einer genomischen Bank 
den fQr PP4 codierenden genomischen Klon isolieren, mit dessen Hilfe nicht nur eine Expression in 
eukaryotischen Zellen erleichtert wird, sondern auch weitere diagnostische Aussagen getroffen werden 
konnen. 

Die Erfindung ist ferner in den PatentansprQchen defmiert und in folgenden Beispielen weiter ausge- 
fQhrt. 

Soweit nicht im Text eriautert, werden die folgenden AbkQrzungen verwendet: 
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EDTA 


■ Natrium-ethylendlamin-tetraacetat 


SDS 


= Natrium-dodecylsulfat 


DTT 


= Oithiothreitot 


BSA 


= Rinderserum album in 



Beispiele: 

w 

1. Isolierung von RNA aus humaner Plazenta 

RNA wurde aus reifer, humaner Plazenta (nach Chirgwin et al., Biochemistry 18 (1979) 5294-5299) 
?5 gewonnen. Etwa 10 g Plazentagewebe wurden in fIGssigem Stickstoff zermorsert. in 80 ml 4 M 
Guanidinium-Thiocyanat mit 0,1 M Mercaptoethanol suspendiert und 90 sec. bei 20 000 rpm in einem 
Homogenisator (Ultraturrax) behandelt. Das Lysat wurde 15 min. bei 7 000 rpm zentrifugiert (Sorvall-GSA 
Rotor) und der Oberstand mit 2 mi 1 M EssigsSure und 60 ml Ethanol abs. bei -20 *C Ober Nacht gefailt. 
Nach Sedimentation bei 6 000 rpm und -10* C fOr 10 min. wurden die Nucleinsauren in 40 ml 7.5 M 
20 Guanidinium-Hydrochlorid (pH 7,0) vollstSndig gelSst und mit einer Mischung aus 1 mM M EssigsSure und 
20 ml Ethanol abs. gefailt. Zur Abtrennung der DNA wurde die Fallung ein weiteres Mai mit jeweils halben 
Volumina wiederholt Die RNA wurde in 12 ml H 2 0 gelSst, mit einer Mischung aus 1,2 ml 4 M Kaliumacetat 
und 24 ml Ethanol abs. gefailt, sedimentiert und schliefllich erneut in 10 ml H 2 0 (1 ml pro g Gewebe) 
aufgenommen. 

25 

2. Gewinnung von Poly(A)-haltiger Plazenta-mRNA 

Die Plazenta-RNA wurde zur Gewinnung von Poly(A)-haltiger mRNA Uber Oligo(dT)-Cellulose-Chroma- 
30 tographie (Aviv and Leder, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69 (1973) 1408-1412) in 2 ml Pasteurpipetten in UCI 
aufgetrennt. Etwa 5 mg Plazenta-RNA wurden in Puffer 1 (500 mM UCI. 20 mM Tris (pH 7,5). 1 mM EDTA. 
0,1 % SDS) auf die SSuie aufgetragen. Wahrend die Poly(A)*-RNA an Oligo(dT)-Cellulose gebunden wurde, 
konnte die Poly(A)~-RNA wieder eluiert werden. Nach einem Waschschritt mit Puffer 2 (100 mM UCI, 29 
mM Tris (pH 7,5), 1 mM EDTA, 0,1 % SDS) wurde die Poly(A)*-RNA (Plazenta-mRNA) mit Puffer 3 (5 mM 
35 Tris (pH 7,5), 1 mM EDTA, 0,05 % SDS) von der Saule eluiert. 

Zur weiteren Reinigung wurde due Poly(A)*-RNA auf Puffer 1 eingesteilt und erneut uber Oligo(dT)- 
Celiulose chromatographiert. 

Die Ausbeute an Plazenta Poly(A)*-RNA betrug nach diesem zweiten Reinigungsschritt etwa 4 % der 
eingesetzten RNA. 

40 

3. Synthese von cDNA aus humaner Plazenta (Plazenta-cDNA) und doppelstrSngiger cDNA (dsDNA) 

Poly(A)-haltige Plazenta-mRNA wurde vor der cDNA-Synthese im 1,5 % Agarosegei auf Intaktheit 
gepruft. 

Danach wurden 4 ug Plazenta-mRNA in 65,5 ul H 2 0 gelfist, 10 min. be 

Die cDNA-Synthese erfolgte in einem 100 ul-Ansatz nach Zugabe von 20 ul RTi -Puffer (250 mM Tris 
fpH 8,2) bei 42* C, 250 mM KCI, 30 mM MgCI 2 ), 2,5 Ul 20 mM dNTP (d.h. alter vier Desoxynukleosidtri- 
phosphate), 1 ul Oligo(dT) von 1 ug/ml, 1 ul 1 M DTT, 2 ul RNAsin und 8ul Reverse Transcriptase (24 

so u/ul) fur 90 min. bei 42* C. DoppelstrSngige cDNA (dsDNA) wurde nach Gubler and Hoffmann (Gene 25 
(1983) 263-269) synthetisiert. Die Synthese erfolgte unmittelbar nach der cDNA-Synthese durch Zugabe 
von 305.5 ul H 2 0, 80 ul RT 2 -Puffer (100 mM Tris (pH 7,5). 25 mM MgCI 2 , 500 mM KCI, 50 mM DTT, 250 
ug/ml BSA), 2 ul RNase H (2 U/ul). 2.5 ul E. coli DNA Ugase (5 U/ul), 5 ul 15 mM^-NAD, und 5 ul DNA 
Polymerase I (5 U/ul) und Inkubation fOr 5 h bei 15* C. Durch Hitzeinaktivierung (70* C, 30 min.) wurde die 

55 Reaktion beendet. 

Der Reaktionsansatz wurde nach Zugabe von 55 ul 250 uM dNTP, 55 Ul 10 mM Tris (pH 7.5). 10 mM 
MgCl 2 , 10 ug/ml BSA. 3 ul T4 DNA- Polymerase I (1 U/ul), 2 ul RNase H (2 U/ul) und 2 ul RNase A (2 
ugml) fGr weitere 30 min. bei 37* C inkubiert, urn die Vollstandigkeit der Synthese am zweiten DNA-Strang 

6 
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zu gewShrleisten ("Repair Reaction"). 



4. Ligierung von EcoRI-linkern an die dsDNA und Offnen der Linker 

5 

Zur Errichtung einer Plazenta-cDNA-Bank wurde die dsDNA mit EcoRI-Enden versehen, um sie in die 
EcoRI-Schnittstelle des Phagenvektors \gt10 ligieren zu konnen (T. Maniatis et al. (1982), Molecular 
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor). Hierzu wurde die dsDNA 

a) mit EcoRI-Methylase behandelt, um interne EcoRI-Schnittstellen der dsDNA zu schUtzen, 
jo b) mit EcoRI-Linkern versehen, die 

c) danach mit EcoRI geoffnet wurden. 



15 Zu a): 

Die Methylase-Reaktion der dsDNA erfolgte direkt im Anschlufl an die "Repair Reaction" nach Zugabe 
von 25 ul 500 mM EDTA (pH 8,0), 60 ul Methylase-Puffer (100 mM NaOAc (pH 5,2). 2 mg S-Adenosyl-L- 
Methionin) und 2 ul EcoRI-Methylase (20 U/ul) durch Inkubation bei 37* C fUr 30 min. 
20 Der Reaktionsansatz wurde mit Phenol extrahiert und die dsDNA mit 60 ul 4M NaOAc und 1300 ul Ethanol 
gefailt. Die dsDNA wurde zweimal mit 70 % Ethanol gewaschen, einmai mit Ether ausgeschQttelt und 
getrocknet. 

25 Zu b): 

Die EcoRI-methylierte dsDNA wurde in 88 ul H 2 0 gelost und nach Zugabe von 10 ul Ligase-Puffer 
(500 mM Tris (pH 7,4), 100 mM MgCI 2l 100 mM DTT, 10 mM Spermidin, 10 mM ATP, 1 mg/ml BSA), 1 ul 
T4 DNA-Ligase (10 U/ul) mit 1 ul EcoRI Linkern (0,5 ug/Ul) (pGGAATTCC bzw. pAGAATTCT) Gber Nacht 
30 bei 15* C ligiert 



Zu c): 

Das Volumen des Ligase-Ansatzes wurde mit 6 ul H 2 0, 12 ui 10x EcoRI-Puffer und 2 ul EcoRI (120 
U/ul) auf 120 ui gebracht. Die EcoRI-Verdauung erfolgte fOr 2 h bei 37* C. 



5. Abtrennen nichtgebundener Linker uber Kaliumacetat-Gradienten und Gro/tenselektionierung der dsDNA 

40 

Zur Abtrennung aller nichtgebundenen EcoRI-Linker von der dsDNA wurde der EcoRI-Reaktionsansatz 
in toto auf einen Kaliumacetat-Gradienten (5-20 % KOAc, 1 mM EDTA, 1 ul/ml Ethidiumbromid) aufgetra- 
gen und 3 h bei 50 000 rpm und 20* C zentrifugiert (Beckman SW 65-Rotor). 

Der Gradient wurde von unten so fraktioniert, dafl die ersten fUnf Fraktionen 500 ul maflen und alle 
4S restlichen 100 ul. Die Fraktionen wurden mit 0.01 Volumen Acrylamid (2 mg/ml) und 2,5 Volumen Ethanol 
gefaiit, einmai mit 70 %igem Ethanol gewaschen, getrocknet und jeweils in 5 ul H 2 0 aufgenommen. 

Zur Groflenbestimmung der dsDNA wurden 1 ul jeder Fraktion im 1,5 % Agarose-Gel analysiert. 
ZusStzlich wurde mit 1 ul jeder Fraktion die Quantitat an dsDNA bestimmt. 

Fraktionen mit dsDNA Ober 1000 bp wurden vereinigt und die Probe so eingeengt, dafl die Endkonzen- 
50 tration 27 ug/ml betrug. 



6. Einbau der dsDNA in den Phagenvektor Xgt10 und "in vitro packaging "-Re'aktion 

55 Der Einbau der dsDNA in die EcoRI-Schnittstelle des Phagenvektors Xgt10 (Vector Cloning Systems. 
San Diego, CA) erfolgte in einem Ligaseansatz von 4 ul: 2 ul dsDNA, 1 ul Xgt10 x EcoRI (1 ug/ml), 0,4 ul 
Ligase-Puffer, 0,5 ul H 2 0, 0,1 ul T4 DNA-Ligase. Der Ansatz wurde 4 h bei 15* C inkubiert 

Zur Etablierung der Plazenta-cDNA-Bank im Phagenvektor Xgt10 folgte mit den X-lysogenen Zellextrak- 
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ten E coli NS 428 und NS 433 eine "in vitro packaging "-Reaktion des Ligaseansatzes bei Raumtemperatur 
fUr 2 h (Vector Cloning Systems, San Diego, CA; Enquist and Sternberg, Methods in Enzymology 68, 
(1979), 281-298). Die Reaktion wurde mit 500 \i\ Suspensionsmedium (SM: 0,1 M NaCI, 8 mM MgSO*. 50 
mM Tris (pH 7,5), 0,01 % Gelatine) und 2 Tropfen Chloroform gestoppt. 

5 

7. Titerbestimmung und Analyse der Plazenta-cDNA-Bank 

Die Zahl der "Plaque Forming Units" (PFU) der Plazenta-cDNA-Bank wurde mit kompetenten Zellen 
w des E. coli- K 12-Stammes C600 HFL bestimmt: -Sie betrug 1 x 10 6 PFU. Etwa 80 % aller Phagen 
enthielten DNA-Inserts, die grofler als 1000 Basenpaare waren. 



8. Oligonukleotidsonden zum "Screening" der Plazenta-cDNA-Bank 

rs 

Drei Oligonukleotidsonden wurden zur Analyse der Plazenta-cDNA-Bank synthetisiert Ihre Sequenzen 
wurden abgeleitet von der Aminos^uresequenz zweier Bromcyanfragmente von PP4. 

Die Art des Aufbaus und die Verwendung beider Sonden folgten im wesentlichen den Regeln von R. 
Lathe, a.aO.. 

20 Die drei Oligonukleotidsequenzen wurden mit T4 Polynukleotidkinase unter Anwesenheit von (t-32P)- 
ATP am 5'-Ende markiert (ca. 1 ug DNA (<y-32P)ATP:3000Ci/mmol, 10 uCi/ul, eingesetzt wurden 6 nl/40 til 
Reaktionsansatz). Die Sonden hatten eine spezifische AktivitSt von 1 x 10 8 Bq/ul bzw. 1.5 x 10 6 Bq/pMol. 



25 9. "Screening" der Plazenta-cDNA mit PP4 spezifischen Oligonukleotiden 

1 x 10 6 PFU der Plazenta-cDNA-Bank wurden mit den PP4-Oligonukleotidsonden 125, 197 und 198 
zusammen untersucht. Dazu wurden 3 x 10* PFU mit Zellen des E. coli K 12-Stammes C 600 HFL in 
Weich-Agar auf 13,5 cm Petrischalen ausplattiert und 6 h bei 37* C inkubiert. Zu diesem Zeitpunkt war 

30 ncch keine vollstandige Lyse eingetreten. Die Platten wurden Qber Nacht im KUhlschrank inkubiert und die 
Phagen auf Nitrocellulosefilter (Schleicher & Schull, BA 85, Ref.-Nr. 401124) Qbertragen (Duplikate). 
Nitrocellulosefilter und Petrischalen wurden mit einer InjektionskanGle markiert, urn eine spStere Zuordnung 
zu ermoglichen. Die Petrischalen wurden wahrend des Prozessierens der Nitrocellulosefilter im Kuhlraum 
gefagert. Die auf den Nitrocellulosefiltern befindliche DNA wurde denaturiert, indem die Filter fOr 5 min. auf 

35 mit 1.5 M NaCI, 0.5 M NaOH-getranktes Filterpapier (Whatman-M3) gelegt wurden. Anschlieflend wurden 
die Filter auf die gleiche Art mit 1,5 M NaCI, 0,5 M Tris (pH 8.0) renaturiert une mit 2 x SSPE (0.36 M^NaCI, 
16 mM NaOH, 20 mM NaH 2 P04. 2 mM EDTA) gewaschen. Die Filter wurden dann fUr 2 h bei 80* C im 
Vakuum getrocknet Die Filter wurden fUr 4 h bei 65' C in 3xSSC, 0,1 % SDS (20 x SSC = 3 M NaCI, 0,3 
M Na-Citrat) gewaschen und fOr 4 h bei 65 *C vorhybridislert (PrShybridisierungsISsung: 0,6 M NaCI, 0,06 

40 M Tris (pH 8,3), 6 mM EDTA, 0,2 % nichtlonisches synthetisches Saccharose-Polymer ( R Ficoll), 0,2 % 
Poiyvinylpyrrolidon 40, 0,2 % BSA, 0,1 % SDS, 50 ug/ml denaturierte Heringssperma-DNA). Die Filter 
wurden (iber Nacht unter Zusatz von 100 000-200 000 Bq des markierten Oligonukleotids/ml Hybridisie- 
rungslosung (wie PrShybridisierungslosung, jedoch ohne Heringssperma-DNA) in Becherglasem bzw. in 
zugeschweiflten Poiyethylenfolien unter leichtem Schutteln inkubiert. Die Hybridisierungstemperatur betrug 

45 44* C bzw. 52* C. Die Nitrocellulosefilter wurden mit 6 x SSC, 0,05 M Natriumpyrophosphat eine Stunde bei 
Raumtemperatur und ftlr eine weitere Stunde bei der jeweiligen Hybridisierungstemperatur gewaschen. Die 
Filter wurden getrocknet und Qber Nacht autoradlographiert. Signale auf dem Rontgenfilm, die auf beiden 
Duplikaten auftraten, wurden der Petrischale zugeordnet und die Region (ca. 50 Plaques) mit dem breiten 
Ende einer Pasteurpipette ausgestanzt und die Phagen in 1 ml SM-Puffer resuspendiert. Positive Phagen 

so wurden Qber drei Runden vereinzeit, bis ein einzelner Klon vorlag. 

Insgesamt wurden 1 x 10 s PFU der Plazenta-cDNA-Bank untersucht. Es wurden 54 Signale auf 
Duplikat-Filtern identifiziert. Beim weiteren Screening mit den einzelnen Sonden zelgte sich, dafl 18 Klone 
mit alien Sonden reagierten. Alle dlese 18 Klone tragen eine PP4 kodierende Sequenz mit einer maximalen 
Lange von 1575 Basenpaaren fOr den Klon PP4/4. 

55 Der Vergleich der Oligonukleotidsequenzen 125, 197 und 198 mit der ermittelten PP4-Sequenz ist in 
Tabelle 2 zusammengefaflt 
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Tabelle 2 

PP4-Sequenz vs. PP4-01igonukieotid 125 



151 TGATGAGCGGGCTGATOCACAAACTCTTCGGAAGGC^ 200 

i Ugaaggocctgg 13 



,01 GCACA^AGOAOACCAgCTO 

in gcacagatgaggaga6catcct. 



' 5 201 GpACAGATGAGGAGA99A7CC'pGACTCTGTTGACATCCCGAAGTAATGCT 250 

. 35 



PPM-Sequen2 vs. ppH-Oligonukleotid 197 



251 CAGCGCCAGGAAATCTCTGCAGCTO^TAAGACTCTGTTTGGCAGGGATCT 300 
I clUiGlUTCTGCTGCCTTCAAGACCCTGTTTGGC 36 



Ppl»-Sequenz vs. PP4-01igonukleotid 198 



551 taccagcggatgttggtgottctccttcaggctaacagagaccc| i gatgc 600 

1 UctiTGATGC 11 



• • • 

601 TGGAATTGATGAAGCTCAAOpjAACAAGATCCTCAGOCTTTATTTCAGG 650 



10. DNA-Sequenzanaiyse 



Die Phagenklone PP4/20, PP4/14 und PP4/4 wurden vermehrt und ihre DNA jeweils extrahiert Das 
jeweilige EcoRI-Fragment wurde isoliert und in die EcoRI-Stelle des Biuescript M13 Vektors (Stratagene, 
55 San Diego, CA, USA) fur Restriktionsanalysen und Sequenzanalysen mittels der enzymatischen Dideoxyme- 
thode nach Sanger einligiert. Die Sequenz zeigt einen offenen Leserahmen und kodiert fUr ein Protein mit 
maximal 320 Amlnosauren. 
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11. Expression des anticoagluatorischen Proteins PP4 

pTrc98-1 (EuropSische Patentanmeldung EP 0 236 978) wurde mit Bglll linarisiert und die Oberlappen- 
den Enden mittels Klenow-Polymerase aufgefUlit Die DNA wurde anschlieflend mit Phosphatase behandelt. 

s Das Plasmid piacl q (Wang et al. (1983) Cold Spring Harbor Symp. Quan. Biol, 47, 85-91) wurde mit EcoRI 
verdaut, die Qberlappenden Enden ebenfalls mittels Klenow Polymerase aufgefUIlt und das ca. 1100 
Basenpaar grofle Fragment, welches das vollstandige lacl* Allel trSgt (Calos (1978) Nature 274, 762-765), 
wurde mit der linearisierten pTrc98-1 DNA ligiert Das resultierende Plasmid (mit der Transcriptionsrichtung 
des lacl q Genes identisch zur Transcriptionsrichtung des trc Promoters) war pTrc90-3. Die Sequenz von 

to pTrc90-3 umfaflt 4134 Basenpaare. pTrc90-3 wurde mit Ncoi und Hindlll verdaut und das grofle Fragment 
mit den synthetischen Oligonukleotiden A, B oder C in drei getrennten Ansatzen ligiert und anschlieflend in 
kompetente Zellen des Exoli K12 Stammes W3110lacl q transformiert: 



5' CATGGAATTCCGA 

Oligo A MIIIM!! 

CTTAAGGCTTCGA 5' 



Oligo 8 5' CATGGGAATTCGA 

MINIMI 
CCTTAAGCT7CGA 5' 

25 

Oligo C 5' CATGGGGAAT7CGA 

IMIIMMI 

30 CCCTTAAGCTTCGA 5' 



Die resultierenden Plasmide pTrc98A (Oligo A); pTrc98B (Oligo B) und pTrc98C (Oligo C) wurden mit 
EcoRI und Hindlll verdaut, das gro/te Fragment jeweils isoliert und mit dem 55 Basenpaar gro/ten EcoRl- 
Hindll Polylinkerfragment des handelsublichen Vektors pUC18 (Yanisch-Perron et ai. (1985) Gene 33, 103- 
119) ligiert Die resultierenden Plasmide sind pTrc99A (4176 Basenpaare),pTrc99B (4177 Basenpaare) und 
pTrc99C (4178 Basenpaare). Als Folge der einligierten sythetischen Oligonukleotide A, B und C unterschei- 
den sich die Vektoren urn jeweils eine Base zwischen der Ncol und der EcoRI Erkennungsstelle, was 
wiederum in einem Verschieben des Translationsleserasters resultiert Die Anwesenheit des lacl q Gens auf 
dem Expressionsvektor (pTrc99 Serie) ist dann interessant, wenn E.coli StSmme zur Expression benutzt 
werden sollen, die keinen endogenen lac Repressor besitzen, bzw. in solchen Fallen, in denen das 
exprimierte Protein toxische Wirkung auf die E.coli Wirtszelle ausObt und aus diesem Grunde eine 
vollstandige Repression in der Kionierungs bzw. Anzuchtphase erforderlich ist. 

Im vorliegenden AusfOhrungsbeispiel wurde der Vektor pTrc99A zur Expression des unfusionierten, 
reifen PP4 Proteins in E.coli benutzt. Die DNA Sequenz der PP4 cDNA am Initiationscodon lautet: 

Met Ala Gin Val 
5 1 . • • GTAGTCGCT ATG GCA CAG GTT ... 3' 

Da keine Ncol Stelle am ATG vorhanden ist, kann diesen DNA nicht direkt in den pTrc99A Expressions- 
vektor kloniert werden. Eine Ncol Stelle kann aber durch einen einzigen Basenaustausch (von "T" nach 
"C") in der PP4 cDNA Sequenz: 5' CTATGG 3 nach 5 CCATGG 3' erzielt werden. die zweite AminosMure 
(Ala) ist von dieser Manipulation nicht betroffen, da das zweite Codon der PP4 Struktursequenz mit einem 
"G" beginnt. Zur Mutagenese wurde ein 1462 Basenpaar grofles EcoRI-Hindlll Fragment des PP4 Klons 
PP4-4 isoliert und in den ebenfalls mit EcoRI und Hindlll geschnittenen Mutagenesevektor pMa5-8 ligiert. 
Der Mutagenesevektor pMa 5-8 tragt neben einem bakteriellen Replikationsorigin und einem Antibiotikaresi- 
stenzmarker eine Klonierungs-Polylinkerregion und den Replikationsorigin des einzelstrangigen Bakteriopha- 
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,gen R. Letzteres fUhrt dazu, daJ5 ein Einzelstrang der klonierten PP4 cDNA nach bekannten Methoden 
isoliert und dem publizierten "gapped-Duplex" Mutageneseprotokoll (Kramer et ai. (1984) Nucl. Acids Res. 
12, 9441-9456) unterzogen warden kann, wobei folgendes Oligodesoxynucleotid verwendet wurde: 

5 5' GAACCTGTGCCATGGCGACTACTCTAGG 3' 

Ein Klon, der die gewtlnschte Ncol-Mutation aufwies, wurde durch entsprechende Restriktionsananlyse 
identifiziert und als pMc5-8-PP4-NcoI bezeichnet. Aus diesem Plasmid wurde das 1305 Basenpaar grofle 
Ncol-Hindlll Fragment isoliert und in den entsprechend geschnittenen pTrc99A Vektor liglert. Das resultie- 
io rende Plasmid pTrc99A-PP4 umfa/H 5425 Basenpaare und exprimiert nach Induktion des trc Promoters das 
unfusionierte, ca. 35 kD grofle PP4 Protein. Das Protein macht ca. 5% am totalen zellularen Protein aus und 
ist loslich. Es reagiert spezifisch mit Anti-PP4-Antiseren, jedoch nicht mit Anti-PP4-X-Antiserum. 



15 AnsprUche 

1. DNA-Sequenz, kodierend fdr anticoagulatorisches Protein PP4, enthaltend den kodierenden Strang 
gemafl Tabelle 1 . 

2. DNA Oder RNA, die mit der DNA gemafl Anspruch 1 unter stringenten Bedlngungen hybridisiert. 
20 3. DNA-Sequenz, kodierend fUr die AminosSuresequenz gemafl Tabelle 1. 

4. Genstruktur, enthaltend eine DNA gemafl Anspruch 1 , 2 Oder 3. 

5. Vektor, enthaltend eine DNA nach einem oder mehreren der vorhergehenden AnsprUche. 

6. Transformierte Zelle, enthaltend DNA nach Anspruch 1, 2. 3 Oder 4. 

7. Gentechnisch erhaltliches PP4, gekennzeichnet durch die Aminosauresequenz gemafl Tabelle i. 

25 8. Verfahren zur Herstellung von PP4, dadurch gekennzeichnet, dafl man eine cDNA nach Anspruch 1, 
3 Oder 4, wobei sich Anspruch 4 nur auf Anspruch 1 und 3 bezieht, in ein Expressionssystem einbringt und 
dort zur Expression bringt. 

9. FUr PP4 spezifische polyklonale Oder monoklonale Antikorper, erhaiten aus gentechnisch hergestell- 
tem PP4 bzw. antigenwirksamen Teilen davon. 

30 10. Diagnostikum. das eine DNA nach Anspruch 1, 2, 3 Oder 4 ganz oder teilweise enthalt. 

1 1 . Diagnostikum, das eine DNA oder RNA ganz oder teilweise enthalt, die zu der DNA nach Anspruch 
1 komplementar ist. 

12. Diagnostikum, enthaltend Antikorper nach Anspruch 9. 

13. Diagnostizierverfahren, dadurch gekennzeichnet. dafi KSrperflUssigkeiten, Gewebe oder daraus 
35 isolierte Nukleinsauren mit einem Diagnostikum nach Anspruch 10, 11 oder 12 in Kontakt gebracht werden. 

14. Arzneimittel, gekennzeichnet durch einen Gehalt an nach Anspruch 8 hergestelitem PP4. 



PatentansprQche filr folgende Vertragsstaaten: ES, GR 

40 

1 . Verfahren zur Herstellung von anticoagulatorischem Protein PP4, dadurch gekennzeichnet, da/3 die 
kodierende DNA-Sequenz gemS/3 Tabelle 1 in geeignete Expressionsvektoren gebracht wird und in 
geeigneten Expressionssystemen exprimiert wird. 

2. Verfahren zur Herstellung von polyklonalen oder monoklonalen AntikSrpern, dadurch gekennzeichnet, 
45 da/3 das nach Anspruch 1 hergestelite PP4 oder antigenwirksame Teile davon zur immunisierung eingesetzt 

wird. 

3. Verfahren zur herstellung von Diagnostika, dadurch gekennzeichnet, daJ3 eine Nukleinsauresequenz 
nach Tabelle 1 , Teile davon oder dazu komplementSre Sequenzen eingesetzt werden. 

4. Verfahren zur Herstellung eines Diagnostikums, dadurch gekennzeichnet, dafl nach Anspruch 2 
50 hergestelite Antikorper eingesetzt werden. 

5. Diagnostizierverfahren, dadurch gekennzeichnet, datf Korperflussigkeiten, Gewebe oder daraus 
isolierte NukleinsSuren mit einem Diagnostikum hergestellt nach Anspruch 3 oder 4 in Kontakt gebracht 
werden. 

6. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels, dadurch gekennzeichnet, dafl nach Anspruch 1 
55 hergestelltes PP4 eingesetzt wird. 
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